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Algemene discussie en samenvatting 
 
Tumor hypoxie wordt geassocieerd met verhoogde maligniteit en potentieel tot uitzaaien van 
primaire kankers. Verder is hypoxie een belangrijke oorzaak van resistentie aan kanker 
behandelingen en dit ongeacht het type therapie (bestraling, chemotherapie of chirurgie)1. Het 
belang van hypoxie in kanker, samen met het feit dat hypoxie normaal niet voorkomt in normale 
weefsels, met uitzondering van kraakbeen en hoornvlies2, 3, maakt hypoxie een interessant 
doelwit voor de ontwikkeling van nieuwe geneesmiddelen om het therapeutisch effect van de 
klassieke kankerbehandelingen te verhogen4. Ondanks dat verschillende manieren om de 
negatieve effecten van hypoxie tegen te werken onderzocht zijn en nog steeds onderzocht 
worden, werd er tot op heden slechts een kleine verbetering in prognose bereikt5. Aangezien de 
hoeveelheid hypoxie nogal wat varieert tussen verschillende patiënten, kan men ervan uitgaan 
dat behandelingen gericht tegen hypoxie efficiënter zijn wanneer een tumor meer hypoxisch is. 
Om dit praktisch mogelijk te maken, is het noodzakelijk om tumor hypoxie op een niet invasieve 
manier in beeld te kunnen brengen. Het gebruik van PET met een van de verschillende hypoxie-
specifieke merkers laat nauwkeurige bepaling van hypoxie toe, waardoor PET beeldvorming een 
basis vormt voor deze vorm van rationeel selecteren van patiënten6. 
 
[18F]Fluoromisonidazole ([18F]FMISO) is wereldwijd de meest gebruikte PET merker voor hypoxie 
beeldvorming7. Op basis van zijn hoge opname in hypoxische cellen, werd [18F]FMISO uitvoerig 
getest om lage zuurstofspanning in tumoren te visualiseren in proefdier modellen8, 9 en ook 
klinisch voor verschillende vormen van kanker10-12. Er zijn echter weinig studies beschikbaar 
waarbij nieuwe beeldvormingmethoden vergeleken worden met de huidige standaard technieken. 
Evalueren van [18F]FMISO PET opname en vergelijking met zuurstof elektrode metingen in muis 
C3H borstkanker toonde geen relatie tussen beide13, terwijl er wel een correlatie gevonden werd 
in hypoxische varkenslevers14. In hoofdstuk 2 hebben we [18F]FMISO PET opname in een 
experimenteel rat tumor model gevalideerd met een nitroimidazole gerelateerde kleuringtechniek 
en stelden we een sterke en significante relatie tussen beiden vast. Deze resultaten werden 
bevestigd in muizen met humaan hoofd hals tumoren, waar een matige pixel tot pixel relatie werd 
gevonden tussen beide technieken15, 16. Dus zowel [18F]FMISO autoradiografie of PET als 
pimonidazole immunohistochemie kan gebruikt worden om veranderingen in tumor hypoxie te 
visualiseren. Verder hebben we ook aangetoond dat [18F]FMISO PET beeldvorming in staat is om 
hypoxie response te evalueren, sinds een sterke relatie werd gevonden met de hypoxie 
geïnduceerde CA IX expressie. He en collega’s hebben dit recent ondersteunt in muizen met 
humane HT-29 colorectale tumoren, waar een colokalisatie werd aangetoond tussen exogene 
(pimonidazole en [18F]FMISO) en endogene (CA IX) hypoxie merkers en de hypoxie 
geïnduceerde expressie van eGFP17. 
 
Op het vlak van prognose is de bepaling van hypoxie voor behandeling essentieel, aangezien de 
meeste biologische veranderingen vroeg gebeuren, standhouden tijdens de behandeling en 
gebruikt worden om overleving te voorspellen18. Om de klinische efficiëntie van hypoxie-
geactiveerde bioreductieve geneesmiddelen zoals tirapazamine19 te bepalen, is het uitermate 
belangrijk om de zuurstofspanning in de tumor voor behandeling te kunnen evalueren. Bovendien 
zijn modellen om de kans op tumor controle te bepalen, gebaseerd op niet invasieve PET 
beeldvorming met hypoxie merkers, de sleutel voor verdere hypoxie beeldvorming gebaseerde 
dosis escalatie tijdens bestraling20 en voor het plannen van boost bestraling op hardnekkige 
hypoxische subvolumes4. [18F]FMISO is momenteel de meest onderzochte PET hypoxie merker 
in klinische praktijk en sommige studies hebben aangetoond dat het een waardevolle techniek is 
voor het evalueren van behandeling response10, 11. Toch zijn er redenen tot bezorgdheid in 
verband met de stabiliteit van de fluor-18 verbinding en de vorming van metabolieten in bloed en 
urine21. Ook is de diffusie van deze stof in weefsels, en meer specifiek in tumor weefsels, niet 
optimaal omwille van de lipofiliciteit van de stof. Tweede generatie nitroimidazole hypoxie 
merkers (FETNIM, FETA, EF3, EF5, FAZA, etc.) werden daarom ontwikkeld die beter water 
oplosbaar en stabieler zijn, wat resulteert in een hoger contrast tussen tumor en achtergrond 
opname22-24. Mahy en collega’s hebben aan de hand van ex vivo farmacokinetische en 
biodistributie data aangetoond dat [18F]EF3 een goed alternatief kan zijn voor [18F]FMISO. Zo 
werden er slechts weinig circulerende metabolieten en een betere weefsel diffusie opgemerkt 25. 
In hoofdstuk 3, hebben we aangetoond met niet invasieve PET beeldvorming dat de opname van 
[18F]EF3 sneller geklaard was uit de bloedbaan en zo tot lagere achtergrond niveaus leidde in 
vergelijking met [18F]FMISO. Toch was de tumor opname van [18F]EF3 significant lager, met 
andere woorden, deze stof is niet superieur ten opzichte van [18F]FMISO. 
 
Als alternatief werd de 2-nitroimidazole nucleoside analoog [18F]HX4 ontwikkeld, gekenmerkt 
door een betere water oplosbaarheid en snellere klaring in vergelijking met bestaande hypoxie 
PET merkers (Kolb et al, persoonlijke communicatie)26. In hoofdstuk 4 hebben we het potentieel 
van [18F]HX4 als niet invasieve merker van hypoxische tumor cellen onderzocht. Er werd een 
duidelijke [18F]HX4 opname waargenomen in verschillende tumor modellen in vergelijking met het 
omgevende spierweefsel en de zuurstofspanning in de tumor beïnvloedde deze accumulatie, 
aangezien dieren blootgesteld aan een combinatie van nicotinamide en carbogen een verlaagde 
[18F]HX4 opname vertoonden. Zowel in preklinische27 als in klinische28 studies werd al 
aangetoond dat deze combinatie in staat is om efficiënt hypoxie in de tumor te verlagen. Extra 
bewijs voor het vereiste van hypoxie om efficiënte [18F]HX4 opname mogelijk te maken werd 
geleverd door de significant hogere accumulatie na beademen van de proefdieren met 7% 
zuursof.  
 
Verder werden de [18F]HX4 tumor tot bloed (T/B) ratio’s en klaring vergeleken met deze van de 
vroeger gevalideerde niet invasieve hypoxie merkers [18F]FMISO en [18F]EF3 in hetzelfde 
experimentele rat tumor model. Het optimale tijdstip voor [18F]HX4 beeldvorming bleek 4h na 
injectie te zijn. Bij dit tijdstip waren de gemiddelde T/B ratio’s vergelijkbaar met deze van [18F]EF3 
(hoofdstuk 3). Jammer genoeg waren er slechts [18F]FMISO opname data beschikbaar tot 2h na 
injectie voor dit rat tumor model (hoofdstuk 2). Andere studies hebben echter gesuggereerd dat 
het optimale tijdspunt voor [18F]FMISO beeldvorming waarschijnlijk nog niet bereikt is 3h na 
injectie10. Anderzijds waren de maximum [18F]HX4 T/B ratio’s  significant hoger in vergelijking met 
de [18F]EF3 ratio’s, wat suggereert dat [18F]HX4 in dit rat tumor model beter in staat is om een 
onderscheid te maken tussen hypoxische en niet-hypoxische gebieden in de tumor29. Voorts 
hebben we een toenemende klaring uit normale weefsels vastgesteld voor alle onderzochte 
hypoxie merkers. De spier opname was altijd lager dan deze in het bloed, wat resulteert in spier 
tot bloed (M/B) ratio’s lager dan één, gunstig voor beeldvorming30. [18F]EF3 M/B ratio’s 
veranderen niet met tijd (hoofdstuk 3), terwijl [18F]HX4 M/B ratio’s een dalende trend vertoonden, 
suggestief voor een snellere klaring uit normale weefsels.  
 
Hoewel [18F]HX4 superieur lijkt te zijn over [18F]FMISO en [18F]EF3 in een experimenteel rat 
tumor model, vergelijking van [18F]HX4, [18F]FMISO en [18F]FAZA in een variëteit van humane 
tumor modellen toonde geen significante verschillen in opname aan tussen de hypoxie merkers.  
[18F]FMISO tumor tot spier (T/M) ratio’s vertoonden een vergelijkbaar patroon, maar was 
algemeen gezien hoger dan de [18F]HX4 T/M ratio’s, hoewel de verschillen niet significant waren. 
[18F]FAZA T/M ratio’s waren minder consistent over de verschillende tumor types (hoofdstuk 4), 
wat verklaard kan worden doordat de [18F]FAZA opname meer afhankelijk is van het tumor type. 
Zo was de [18F]FAZA opname beperkt, maar significant lager in gevorderde Walker 256 rat 
tumoren in vergelijking met de [18F]FMISO opname31. Anderzijds, in muis modellen van humane 
of muis tumoren waren [18F]FAZA T/B ratio’s bijna 3 keer hoger30, 32. Onze data ondersteunen dat 
de merker distributie en accumulatie afhankelijk is van het tumor type, iets wat ook al werd 
waargenomen in verschillende patiënten tumoren33. Gebaseerd op onze resultaten waarbij de 
opname van verschillende hypoxie merkers werd vergeleken in meerdere tumor modellen, zijn 
we van mening dat [18F]HX4, naar aanleiding van zijn snellere klaring uit normale weefsels en zijn 
beter weergeven van de tumor heterogeniteit, de meest belovende niet invasieve hypoxie merker 
is. 
 
Recent werd gesuggereerd dat de graad van [18F]FDG opname in tumoren een weerspiegeling is 
van de hoeveelheid hypoxie, waardoor het niet meer nodig is om onderzoek te doen naar meer 
specifieke PET merkers voor hypoxie beeldvorming. Deze stelling is gebaseerd op de weidse 
beschikbaarheid van [18F]FDG en op het Warburg effect ofwel tumor hyperglycolyse, wat 
gedreven wordt door activering van HIF-1 en tumor hypoxie34. Toch zijn er verschillende studies 
die een discrepantie aantonen tussen [18F]FDG en hypoxia merker opname, wat erop wijst dat er 
niet altijd een relatie is tussen regionale hypoxie en glycolyse12, 24. Daarom dient de identificatie 
van hypoxie in solide tumoren het best te gebeuren met niet invasieve beeldvorming gebruik 
makende van gevalideerde hypoxie merkers. 
 
Voldoende bewijs toont aan dat hypoxie geassocieerd is met tumor ontwikkeling, groei, uitzaaiing 
en slechte prognose aan behandeling1, 35-37. Dit is voornamelijk gerelateerd aan hypoxie 
beïnvloedbare pathways die de expressie van verschillende genen belangrijk voor de 
ontwikkeling en groei van solide tumoren reguleren38. Daarom is het belangrijk om de hypoxie 
response pathways te begrijpen om zo het succes van recent ontwikkelde moleculaire kanker 
behandelingen gericht tegen deze pathways te verhogen. Niet invasieve evaluatie van deze 
pathways is daarom een potentieel belangrijk hulpmiddel voor het bepalen van de behandeling 
en het selecteren van patiënten. Tumor geassocieerd koolzuur anhydrase IX (CA IX), 
opgereguleerd door een sterke transcriptionele activering van het CA9 gen door HIF-1α, is een 
goede kandidaat omdat verhoogde CA IX expressie gekoppeld is met slechte prognose, tumor 
progressie en agressiviteit, wat suggereert dat CA IX een goed therapeutisch doelwit kan zijn. 
 
Er wordt tot op heden onderzoek gedaan naar verschillende eenvoudige en efficiënte technieken 
om moleculaire hypoxie merkers zoals CA IX te evalueren. Zo werd er een verhoogde opname 
van 125I of 89Zr gemerkt CA IX antilichaam vastgesteld in humane tumor modellen39, 40. Er kan 
echter geen onderscheid gemaakt worden tussen hypoxische en aerobe cellen die CA IX tot 
expressie brengen, aangezien het antibody ook CA IX bind onder reoxygenatie condities. Dit is te 
wijten aan de trage afbraak van het CA IX proteïne dat een half leven van ~38 uur vertoont 
tijdens reoxygenatie41. Daarom is CA IX beeldvorming gebruik makende van antilichamen niet 
geschikt om periodieke of cyclische gebieden van tumor hypoxie in beeld te brengen. In de 
voorbije jaren werden er verschillende sulfonamide gebaseerde remmers van CA IX ontwikkeld42. 
Recent werd er een fluorescent sulfonamide ontwikkeld die een hoge affiniteit voor CA IX 
vertoont en in hoofdstuk 5 zijn we zijn cellulaire binding eigenschappen nagegaan. Onze 
resultaten tonen in verschillende cellijnen aan dat sulfonamide binding aan CA IX exclusief 
gebeurt tijdens hypoxie, onafhankelijk van de CA IX expressie niveaus en de HIF-1α activiteit. 
Daarom suggereren we dat het CA IX proteïne tijdens hypoxie in een open structuur dient te zijn 
om zo een interactie tussen sulfonamide en de CA IX actieve site mogelijk te maken. Dit dient 
echter nog verder bevestigd te worden. Er werd geen sulfonamide binding vastgesteld tijdens 
aerobe condities in cellen die CA IX en andere HIF-1α afhankelijke genen tot expressie brengen. 
Dit impliceert dat de CA IX actieve site enkel beschikbaar is voor sulfonamide binding tijdens 
hypoxische condities. Gebonden sulfonamide aan CA IX onder hypoxie, bleef geassocieerd 
tijdens reoxygenatie. Deze gebonden fractie ging echter verloren met tijd onder reoxygenatie en 
dit gebeurde veel sneller dan de normale afbraak van het CA IX proteïne te wijten aan ofwel 
verlies van sulfonamide binding ofwel aan geïnduceerde internalisatie en degradatie.  
 
Dat sulfonamide binding en colokalisatie met het antilichaam enkel gezien wordt tijdens hypoxie 
(hoofdstuk 5) suggereert dat sulfonamides interessant kunnen zijn voor de evaluatie van tumor 
gebieden blootgesteld aan chronische, maar ook fluctuerende hypoxie. Op basis van deze 
resultaten, hebben we in hoofdstuk 6 met behulp van niet invasieve fluorescentie beeldvorming 
de in vivo sulfonamide accumulatie onderzocht. Duidelijke accumulatie in afgebakende regio’s 
van de tumor werd vastgesteld na injectie van het sulfonamide in vergelijking met een fluorescent 
analoog waarbij de kritische CA IX interactie sulfonamide groep werd verwijderd. Sulfonamide 
accumulatie was niet enkel afhankelijk van de aanwezigheid van het CA IX proteïne, maar ook 
van de beschikbare zuurstof. Behandeling met carbogen en nicotinamide leidde tot een 
significant lagere sulfonamide accumulatie, terwijl beademing met 7% zuurstof resulteerde in een 
verhoogde opname. Bovendien was de in vivo sulfonamide accumulatie ook omkeerbaar bij 
tumor reoxygenatie. Onze data suggereren dat het veelbelovend kan zijn om verder onderzoek te 
doen naar de klinische ontwikkeling van sulfonamides voor beeldvorming doeleinden om 
uiteindelijk in staat te zijn om patiënten te selecteren voor hypoxie-gerichte en/of CA IX-gerichte 
behandelingen. 
 Een relatie tussen hypoxie en de epidermale groeifactor receptor (EGFR) is aangetoond in niet-
kleincellig long kanker, wat suggereert dat hypoxie de expressie van EGFR of van zijn liganden 
induceert, terwijl EGFR de cellulaire response aan hypoxie versterkt door de HIF-1α expressie te 
verhogen43-45. Hoewel EGFR gerichte therapieën met behulp van receptor blokkerende 
monoklonale antilichamen veelbelovend lijken46, hebben veel patiënten nog steeds geen 
gunstigere prognose44. Een mogelijke verklaring is de verstoorde drug aanlevering ten gevolge 
van de heterogene EGFR expressie, vaatstructuur, capillaire permeabiliteit en necrose. In 
hoofdstuk 7 en 8 hebben we de opname van cetuximab geëvalueerd als een maat voor de EGFR 
expressie in tumoren. We hebben met succes een Oregon Green 488 fluorescent gemerkte 
cetuximab probe voor beeldvorming ontwikkeld en een duidelijk membranaire lokalisatie in cellen 
die EGFR tot overexpressie brengen aangetoond (Hoofdstuk 7). Vergelijking tussen het 
bindingsprofiel van het fluorescente cetuximab en de hoeveelheid EGFR toonde een significante 
relatie tussen beide en dit voor verschillende tumor cellijnen met variërende EGFR expressie. 
 
Om het klinisch gebruik van cetuximab als therapie beter te begrijpen, is het noodzakelijk om zijn 
in vivo opname op een niet invasieve manier te kunnen opvolgen. Om hieraan te voldoen, 
hebben we in hoofdstuk 8 een cetuximab gebaseerde probe voor PET beeldvorming ontwikkeld 
op basis van een koppeling met het radio-isotoop Zirconium-89. Studies hebben immers 
aangetoond dat 89Zr het meest geschikte isotoop is om te combineren met volledige antilichamen 
op basis van zijn residualizerende eigenschappen en lang fysisch half leven wat beter 
overeenkomt met de trage farmacokinetiek van antilichamen47. In hoofdstuk 8 hebben we met 
behulp van PET beeldvorming een geleidelijke toename van cetuximab aangetoond in tumoren 
met variërende EGFR expressie, terwijl de activiteit in normale weefsels daalde. Deze in vivo 
PET data werden bevestigd met ex vivo biodistributie studies. Hoewel andere groepen een relatie 
hebben aangetoond tussen cetuximab opname en EGFR expressie48, 49, tonen onze resultaten 
verrassend genoeg een groot verschil tussen beide, wat erop wijst dat er additionele 
mechanismen zijn die de toevoer van cetuximab naar de tumor kunnen beïnvloeden. Het afwezig 
zijn van een associatie kon niet verklaard worden door veranderde in vivo EGFR expressie of 
verschillen in tumor groei. In conclusie, de relatie tussen EGFR expressie, cetuximab opname en 
klinisch effect is een complex gegeven. Zelfs al is cetuximab in staat om de volledige tumor te 
bereiken, een therapeutisch effect is daarom niet vanzelfsprekend, wat de toegevoegde waarde 
van niet invasieve beeldvorming van drug toevoer aangeeft om geïndividualiseerde patiënt 
behandeling mogelijk te maken.  
 
Conclusies en toekomstperspectieven 
 
Overtuigend bewijs toont dat hypoxie een belangrijke factor is voor tumorgroei en prognose. 
Hierdoor wordt er steeds meer en meer onderzoek gedaan naar het ontwikkelen van strategieën 
om hypoxische cellen aan te vallen, zoals het veranderen van de hypoxische omgeving of 
behandelingen gericht tegen componenten van de HIF-1 signaal cascade. Er zijn echter 
betrouwbare methoden nodig om tumor zuurstofspanning te evalueren om hypoxische tumoren 
en deze patiënten die baat hebben bij behandelingen gericht tegen hypoxie te identificeren. Niet 
invasieve beeldvorming biedt de mogelijkheid om een accurate schatting te maken van de 
hypoxische fractie, om regionale tumor hypoxie in vivo in beeld te brengen en om het effect van 
behandeling op te volgen door follow-up beeldvorming van hypoxie. Het succes van invoeren van 
nieuwe hypoxie merkers in het dagelijkse behandelingschema is echter afhankelijk van de 
accuraatheid van kwantificeren.  
 
Een hypoxie merker zou idealiter een hoge diffusie in tumor weefsel, wateroplosbaarheid en een 
lage afbraak moeten vertonen, wat gecombineerd resulteert in een hoger tumor tot achtergrond 
contrast. Onze resultaten tonen dat [18F]HX4 opname vergelijkbaar is met andere niet invasieve 
hypoxie merkers, maar dat zijn klaring uit normale weefsels sneller is en dat [18F]HX4 beter in 
staat is om tumor heterogeniteit weer te geven. Dit maakt [18F]HX4 de meest belovende merker 
voor het verder uittesten van zijn klinische toepasbaarheid. Een fase 1 klinische studie uitgevoerd 
binnen ons instituut geeft aan dat [18F]HX4 geen verhoogde toxiciteit veroorzaakt en gebruikt kan 
worden als niet invasieve hypoxie merker in patiënten26. In de toekomst zou [18F]HX4 daarom 
gebruikt kunnen worden om het effect op hypoxie van hypoxie-gerichte behandelingen, zoals 
verhoogde perfusie en de daarbij horende zuurstof concentraties door het gebruik van 
nitroglycerine, na te gaan. Een tumor is een heterogene entiteit, gekenmerkt door regio’s met 
lage zuurstofspanning, hoge proliferatie en doorbloeding. Modellen om de kans op tumor controle 
te bepalen op basis van herhaalde [18F]HX4 PET scans tijdens bestraling, die de doorbloeding 
efficiëntie en de graad van hypoxie combineren, zijn daarom hoogstwaarschijnlijk de sleutel voor 
hypoxie beeldvorminggerichte dosis escalatie en het plannen van boost bestraling op 
hardnekkige hypoxische subvolumes. 
 
Anderzijds, naast de mogelijkheid om tumor zuurstofspanning op zich te evalueren, is het ook 
belangrijk om de cellulaire reactie op hypoxie te begrijpen om zo de kans op succes van recent 
ontwikkelde moleculaire kanker therapieën specifiek gericht tegen hypoxie response, zoals de 
HIF-1 pathway, te verhogen. Recent is er heel wat onderzoek gedaan naar moleculaire hypoxie 
merkers zoals CA IX. Het grootste probleem bij deze merkers is dat er geen onderscheid 
gemaakt kan worden tussen hypoxische en aerobe/gereoxygeneerde cellen op basis van 
antilichaam beeldvorming. Wij hebben echter kunnen aantonen dat fluorescent gemerkte 
sulfonamides gericht tegen CA IX wel in staat zijn om dit onderscheid te kunnen maken. Daarom 
suggereren we dat deze sulfonamides een waardevolle toevoeging zijn om actieve hypoxie 
response te evalueren. Antilichaam beeldvorming, om cellen te identificeren die blootgesteld 
geworden zijn aan hypoxie, gecombineerd met sulfonamide beeldvorming, die enkel bindt aan 
cellen die hypoxisch waren op het moment van blootstelling, zou heel nuttig kunnen zijn om de 
acuut hypoxische fractie te schatten. Om sulfonamide beeldvorming toepasbaar te maken in 
klinische praktijk, is onderzoek aan de gang om sulfonamides te merken met radioactieve 
isotopen waarbij beloftevolle resultaten al behaald werden. Specifieke behandelingen gericht 
tegen actief CA IX waarbij de efficiëntie van klassieke therapieën verhoogd wordt lijken ook 
haalbaar te zijn, omdat sulfonamides die de gevoeligheid aan bestraling of chemotherapie 
verhogen het effect van deze therapieën ook versterkt. Verder is het ook aangetoond dat een 
zure extracellulaire omgeving de kans om uitzaaiingen verhoogt. Deze zuurgeïnduceerde 
metastases kunnen behandeld worden met matrix metalloproteïnase remmers, cysteïne 
proteïnase remmers of met blokkerende antilichamen gericht tegen VEGF en IL-850. Ook het 
neutraliseren van de extracellulaire verzuring van tumoren door toediening van NaHCO3 is in 
staat om invasie te remmen en het aantal spontane metastases te verlagen51. Wij hebben 
aangetoond dat sulfonamides gericht tegen CA IX in staat zijn om de hypoxie geïnduceerde 
verzuring te verlagen en daarom nemen we als hypothese aan dat CA IX een rol speelt in 
zuurgeïnduceerde metastase vorming.  
 
Naast het behalen van informatie over de karakteristieken van de tumor omgeving, zoals de 
zuurstofspanning, kan beeldvorming ook nuttig zijn om toevoer van geneesmiddelen in de tumor 
te evalueren. Beeldvorming van drug toevoer kan gebruikt worden om de toediening van 
geneesmiddelen te individualiseren, zodanig dat patiënten zonder selectieve opname uit de 
behandelingsgroep weggelaten kunnen worden. Onze resultaten tonen aan dat de opname van 
cetuximab in de tumor variabel is en dat deze variabiliteit niet enkel te verklaren is door de EGFR 
expressie. Mogelijke verklaring voor deze mismatch kunnen gebrekkige vaten en doorbloeding 
zijn, wat leidt tot een heterogene en gelimiteerde cetuximab opname. Om deze hypothese te 
testen, kan de cetuximab opname geëvalueerd worden na het verhogen van de doorbloeding 
door behandeling met nitroglycerine52. Bovendien kan deze mismatch ook verklaren waarom de 
efficiëntie van patient behandeling met cetuximab niet overeenkomt met EGFR expressie53, 54. 
Daarom geloven we dat er bij de ontwikkeling van nieuwe therapeutische stoffen in de 
farmaceutische industrie ook aandacht dient besteedt te worden aan de visualisatie van de 
toevoer van het geneesmiddel in vergelijking met beeldvorming van de tumor karakteristieken. Dit 
zal uiteindelijk leiden tot een betere selectie van patiënten die baat hebben aan hypoxie-gerichte 
therapieën en therapeutische geneesmiddelen gecombineerd met de klassieke behandelingen, 
wat resulteert in geïndividualiseerde patiënt behandeling. Als antwoord hierop is er in ons instituut 
een fase 1 klinische studie gestart om na te gaan of 89Zr gemerkt cetuximab toxiciteit veroorzaakt 
en of het gebruikt kan worden als niet invasieve merker in patiënten. 
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General discussion and summary 
 
Tumor hypoxia is associated with increased malignant progression and metastatic potential of 
primary carcinomas. Furthermore, hypoxia is a major cause of resistance to cancer treatment, 
independent of the treatment modality (radiotherapy, chemotherapy or radical surgery)1. The 
importance of hypoxia in cancer coupled with the fact that it is not usually present in normal 
tissues, except for avascular tissues such as cartilage and cornea2, 3, makes it an attractive target 
for development of new drugs to increase the therapeutic effect of conventional cancer treatment 
modalities4. Although treatment approaches to counteract the negative effect of hypoxia have, 
and continue to be investigated, only modest improvements in outcome have been achieved so 
far5. Since levels of hypoxia vary substantially amongst patients, the use of hypoxia-directed 
treatments may be superior if given to those tumors with the greatest amount of hypoxia. To do 
this effectively requires the ability to assess tumor hypoxia in a non invasive manner. The use of 
PET employing one of several hypoxia-specific tracers enables quantification of hypoxia, which 
provides a basis for this type of rational patient selection6. 
 
[18F]Fluoromisonidazole ([18F]FMISO) is the most widely used PET tracer for hypoxia imaging7. 
Based on its high cellular uptake and trapping in hypoxic cells, [18F]FMISO has been tested for in 
vivo visualization of reduced oxygen levels in tumors both preclinically, using different animal 
models8, 9, and clinically, for different cancer types10-12. Few comparative studies assessing new 
imaging methodologies in concert with established ‘standard’ techniques are available. Evaluation 
of [18F]FMISO PET uptake and comparison with pO2 electrode measurements in tumors resulted 
in a lack of correlation in C3H mammary carcinomas13, while a correlation was found in a study of 
hypoxia in pig liver tissue14. In chapter 2, we demonstrate the first validation of [18F]FMISO PET 
using a nitroimidazole related histopathology assay. Using an experimental rat tumor model, we 
found a strong and significant relationship between [18F]FMISO accumulation assessed with PET 
and pimonidazole-stained sections. This was confirmed in human head and neck xenografts, 
where both [18F]FMISO autoradiography and pimonidazole immunohistochemistry might be used 
for visualizing changes in tumor hypoxia, as witnessed from a moderate pixel-to-pixel correlation 
between the two techniques15, 16. Furthermore, we found that [18F]FMISO PET imaging was also 
able to visualize hypoxia response, since a strong correlation was found with the hypoxia 
responsive CA IX expression. Recently, He and colleagues supported this finding in a HT-29 
colorectal xenograft model by demonstrating a colocalization between the exogenous 
(pimonidazole and [18F]FMISO), the endogenous (CA IX) hypoxia markers and the hypoxia-
induced expression of eGFP17. 
 
In terms of impact of hypoxia on outcome, pre-therapy determination of hypoxia is important, 
because most biological changes occur early, persist through therapy and are used to predict 
survival18. To assess the clinical efficacy of bioreductive drugs which are activated upon hypoxia 
such as tirapazamine19, pre-therapy evaluation of oxygenation is therefore essential. 
Furthermore, tumor control probability models based on repeated noninvasive PET acquisition 
using hypoxia markers during radiotherapy are the key for future hypoxia image-guided dose 
escalation in radiotherapy20 and in planning boost radiotherapy to persistent hypoxic 
subvolumes4. [18F]FMISO is currently the most widely investigated PET hypoxia marker in the 
clinic and has been demonstrated in some studies to be a valuable tool for therapy response 
evaluation10, 11. However, there are concerns about the stability of the fluorine-18 linkage and the 
formation of metabolites in blood and urine21. Furthermore, diffusion of this compound into tissues 
and, in particular, into tumor tissues may not be optimal due to the lipophilicity of the compound. 
Second generation nitroimidazole hypoxia markers (e.g., FETNIM, FETA, EF3, EF5, FAZA, etc.) 
that are more water soluble have been developed and lower degradation has been demonstrated, 
resulting in higher tumor to background contrast22-24. Based on ex vivo pharmacokinetics and 
biodistribution data, Mahy and colleagues demonstrated that [18F]EF3 could be a good alternative 
for [18F]FMISO, since only few circulating metabolites and a better diffusion into tissues was 
observed25. In chapter 3, we demonstrated, using noninvasive PET imaging, that [18F]EF3 uptake 
was indeed slightly faster cleared and lower background levels were obtained compared with 
[18F]FMISO. However, the [18F]EF3 tumor uptake was significantly lower, consequently this 
compound is not superior over [18F]FMISO.  
 
Alternatively, the 2-nitroimidazole nucleoside analogue [18F]HX4 was developed to have a higher 
water solubility and faster clearance compared with established hypoxia PET markers (Kolb et al, 
personal communication)26. In chapter 4, we investigated the potential of [18F]HX4 as a 
noninvasive marker for hypoxic tumor cells. We observed a clear [18F]HX4 accumulation in 
several tumor models compared with surrounding muscle tissue and this uptake was influenced 
by tumor oxygenation, since exposing animals to the combination treatment of nicotinamide and 
carbogen reduced [18F]HX4 accumulation. This combination has previously been shown to 
efficiently reduce tumor hypoxia in preclinical27 and clinical28 settings. Further evidence for the 
requirement of hypoxia to enable effective [18F]HX4 uptake was demonstrated by a significant 
higher accumulation following 7% oxygen breathing.  
 
We further evaluated [18F]HX4 tumor to blood (T/B) ratios and clearance compared with the 
previously validated noninvasive hypoxia markers [18F]FMISO and [18F]EF3 in the same 
experimental rat tumor model. The optimal time point for imaging [18F]HX4 was found to be 4h 
after injection, where comparable mean T/B ratios were observed as for [18F]EF3 (chapter 3). 
Unfortunately, we only have [18F]FMISO uptake data up to 2h after injection within the same 
model (chapter 2), but other studies indicate that the optimal time point for [18F]FMISO imaging is 
probably not yet reached at 3h post injection10. Furthermore, significantly higher maximum 
[18F]HX4 T/B ratios compared with [18F]EF3 ratios were observed, suggesting that [18F]HX4 in this 
rat tumor model may better distinguish between hypoxic and non-hypoxic areas within the 
tumor29. A progressive clearance from normal tissues was observed with time for all hypoxia 
markers, and the uptake in muscle was always lower than in blood, resulting in muscle to blood 
(M/B) ratios below unity, which is favorable for imaging purposes30. However, whereas [18F]EF3 
M/B ratios remained constant over time (chapter 3), [18F]HX4 M/B ratios decreased over time 
suggesting a more rapid clearance from normal tissues. 
 Although [18F]HX4 seemed to be superior to [18F]FMISO and [18F]EF3 in the experimental rat 
tumor model, comparison of [18F]HX4, [18F]FMISO and [18F]FAZA in several xenograft models did 
not result in significant differences in uptake. [18F]FMISO tumor to muscle (T/M) ratios followed a 
similar pattern, but were in general higher than [18F]HX4 T/M ratios, although these differences 
are not significant, while [18F]FAZA T/M ratios were less consistent over the different tumor types 
(chapter 4), explained by the highly tumor dependent [18F]FAZA uptake. In advanced Walker 256 
rat tumors, [18F]FAZA uptake was slightly but significantly lower compared with [18F]FMISO 
uptake31. On the other hand, in mice bearing different murine and human tumor models, 
[18F]FAZA T/B ratios were almost 3-fold higher30, 32. Our results support that tracer distribution 
and accumulation is dependent on the tumor type, which has also been observed for several 
patient tumors33. Based on the obtained results across different tumor models comparing the 
uptake of different hypoxia markers, we believe that [18F]HX4 is the most promising noninvasive 
hypoxia marker based on its faster clearance from normal tissues and better reflection of tumor 
heterogeneity. 
 
It has also been suggested that the degree of [18F]FDG uptake by tumors might reflect the level of 
hypoxia, obviating the need for more specific PET markers for hypoxia imaging. This is based on 
the widely availability of [18F]FDG and on the Warburg effect or tumor hyperglycolysis, which can 
be driven by the activation of HIF-1 and tumor hypoxia34. However, many discrepancies have 
been observed between [18F]FDG and hypoxia tracer uptake, indicating that regional hypoxia and 
glycolysis do not always correlate12, 24. Therefore, it is suggested that identification of hypoxia in 
solid tumors of patients is best pursued through noninvasive imaging using validated hypoxia 
markers.  
 
Substantial evidence associates hypoxia with tumor development, growth, metastasis and poor 
response to therapy1, 35-37. This tumor phenotype is due to hypoxia-influenced signaling pathways 
that regulate the expression of many genes important for the development and growth of solid 
tumors38. It is important to understand the hypoxia response pathways in order to increase the 
success of recent molecular cancer therapeutics specifically designed to target hypoxic 
responses. Noninvasive evaluation of these pathways is therefore a potentially important tool for 
treatment guidance and patient selection. Tumor-associated carbonic anhydrase (CA) IX, 
upregulated by a strong transcriptional activation of the CA9 gene by HIF-1α, is a good candidate 
since its expression is associated with poor prognosis, tumor progression and aggressiveness, 
suggesting that CA IX may also be a good therapeutic target.  
 
Several simple and efficient methods to evaluate molecular markers of hypoxia, such as CA IX, 
are under investigation. Indeed, accumulation of 125I or 89Zr labeled CA IX antibody was 
demonstrated in xenografts in animals39, 40. However, no discrimination can be made between 
hypoxic and aerobic cells expressing CA IX, since antibody binding occurs also upon 
reoxygenation due to the slow normal turnover of CA IX (half life of CA IX upon reoxygenation is 
~38 hours)41. Therefore, imaging of CA IX using antibodies will be unable to reveal periodic or 
cyclic areas of tumor oxygenation. Various sulfonamide derived inhibitors of CA IX have been 
developed over the past years42. Recently, a fluorescent sulfonamide with high affinity for CA IX 
was developed and in chapter 5 we investigated its cellular binding properties. Our results 
indicate that sulfonamide binding to CA IX was exclusively observed during hypoxia in several 
cell lines, irrespective of the levels of CA IX or HIF-1α activity. We hypothesize that CA IX protein 
has to be in an open conformation during hypoxia to allow interaction between the sulfonamide 
and the CA IX active site, but further confirmation needs to be obtained. No significant 
sulfonamide binding was observed during aerobic exposure in cells which express CA IX and 
other HIF-1α dependent genes during normoxia, indicating availability for binding of the CA IX 
active site only during hypoxia. Furthermore, bound sulfonamide to CA IX under hypoxic 
conditions remained associated with cells during reoxygenation. This bound fraction was 
gradually lost with time during reoxygenation, but was much faster than the normal turnover of CA 
IX, due to either loss of binding or induced internalization and degradation. 
 
The fact that sulfonamide binding and colocalization with the antibody is only observed upon 
hypoxia exposure (Chapter 5), suggests that sulfonamides may be an attractive tool for 
evaluation of tumor areas exposed to chronic, but also fluctuating hypoxia. Based on these 
results, we further investigated in chapter 6 the in vivo sulfonamide accumulation as evaluated by 
noninvasive fluorescence imaging. We observed a clear accumulation in delineated hotspots in 
the tumor after injection of the sulfonamide compared to a fluorescent analogue lacking the 
critical CA IX interaction sulfonamide group. The sulfonamide accumulation was dependent not 
only on the presence of CA IX protein, but also on available oxygen, since accumulation was 
significantly reduced upon treatment with carbogen and nicotinamide. On the other hand, 7% 
oxygen breathing resulted in an increased accumulation. Also, in vivo sulfonamide accumulation 
proved to be reversible upon tumor reoxygenation. These data suggest that it will be interesting to 
pursue further clinical development of sulfonamides for imaging and potential patient selection for 
hypoxia-directed and/or CA IX-directed therapies. 
 
Interactions between hypoxia and the epidermal growth factor receptor (EGFR) have been 
demonstrated in non-small-cell lung cancer, which suggest that hypoxia induces expression of 
EGFR or its ligands, while EGFR might enhance the cellular response to hypoxia by increasing 
HIF-1α expression43-45. Although targeting EGFR with receptor-blocking monoclonal antibodies 
seems promising46, many patients do not show favorable responses to EGFR-targeted therapy44. 
A possible explanation is the hampered drug delivery due to heterogeneity in EGFR expression, 
vasculature, capillary permeability perfusion and necrosis. In chapter 7 and 8, we developed and 
validated a cetuximab based imaging probe to evaluate its uptake and usage as an imaging 
marker for EGFR. We successfully developed an Oregon Green 488 labeled cetuximab imaging 
probe and observed a clear membranous localization in EGFR overexpressing cells (Chapter 7). 
Comparison between the binding profile of the fluorescent cetuximab and the EGFR expression 
levels demonstrated a significant relationship for tumor cell lines with varying EGFR expression.  
 
To increase knowledge of the clinical use of cetuximab as a targeting agent in patients, it is 
necessary to be able to monitor its in vivo uptake noninvasively. To address this need, we 
developed in chapter 8 a cetuximab-based probe for PET, by labeling with 89Zr. It has been 
shown that 89Zr is the best-suited radionuclide for combination with intact antibodies, based on its 
residualizing properties and long physical half life, better matching the slow pharmacokinetics of 
antibodies47. In chapter 8, performing PET imaging, we observed a gradual increase in uptake in 
tumors with varying EGFR expression levels, corresponding with decreasing activities in normal 
tissues, which was confirmed by ex vivo γ-counting biodistribution studies. Although other groups 
reported a correlation between cetuximab uptake and EGFR expression levels48, 49, surprisingly 
our results demonstrate a large disparity between both, revealing additional mechanisms 
influencing tumor delivery of cetuximab. The absence of an association could not be explained by 
changed in vivo EGFR expression levels or differences in tumor growth. Taken together, the 
relationship between EGFR expression levels, cetuximab uptake and clinical outcome is complex. 
Even if cetuximab is able to reach the complete tumor, a therapeutic effect may not necessarily 
occur, indicating the value of noninvasive imaging of drug delivery in order to make individualized 
patient treatment possible. 
 
Concluding remarks and future perspectives  
The overwhelming evidence showing that hypoxia is important in tumor progression and 
prognosis has directed research into developing strategies to target hypoxic cells, including 
modification of the hypoxic environment or targeting components of the HIF-1 signaling pathway. 
To identify hypoxic tumors and those patients that will benefit from hypoxia-targeted therapy, 
reliable methods to evaluate tumor oxygenation are necessary. Noninvasive imaging allows an 
accurate estimation of the hypoxic fraction and offers the possibility of in vivo mapping of regional 
tumor hypoxia as well as monitoring of therapy through follow-up mapping of hypoxia. However, 
the success of incorporating new hypoxia imaging markers into treatment planning depends on 
the accuracy of quantifying it. 
Ideally, a hypoxia marker should demonstrate high diffusion in tumor tissues, water solubility and 
low degradation, which combined result in higher tumor to background contrast. Based on our 
results, [18F]HX4 uptake is similar to other noninvasive hypoxia markers, but clearance from 
normal tissues is faster and [18F]HX4 better represents tumor heterogeneity, making it a more 
promising agent for further testing for of clinical applicability. A phase 1 study done in our institute 
indicates that [18F]HX4 causes no obvious toxicity and could be used as noninvasive hypoxia 
marker in patients. [18F]HX4 can therefore be used to assess the effect on hypoxia of hypoxia-
targeted therapies, such as increasing perfusion and corresponding oxygen levels using 
nitroglycerin. A tumor is a heterogeneous entity, characterized by regions of low oxygen, high 
proliferation and high perfusion. Therefore, tumor control probability models based on repeated 
[18F]HX4 PET acquisitions during radiotherapy, combining the perfusion efficiency and the degree 
of hypoxia, could be the key for hypoxia image-guided dose escalation and in planning boost 
radiation to persistent hypoxic sub-volumes.  
 
On the other hand, besides being able to evaluate tumor oxygenation as such, it is also important 
to understand the cellular responses to hypoxia in order to increase the success of recent 
molecular cancer therapeutics specifically designed to target hypoxic responses, such as the HIF-
1 pathway. Recently, molecular markers of hypoxia such as CA IX have been under investigation, 
but a major problem is that no discrimination can be made between hypoxic and 
aerobic/reoxygenated cells based on antibody imaging. However, we were able to demonstrate 
that fluorescent sulfonamides directed against CA IX are able to discriminate between such areas 
and are therefore a promising complement to image active hypoxia responses. Using antibody 
imaging to identify cells that have been exposed to hypoxia, complemented with sulfonamide 
imaging that binds only to cells that are hypoxic while exposed to the drug, would be useful to 
estimate the acute hypoxic fraction. To make this more clinical applicable, labeling of 
sulfonamides with radionuclides is ongoing and promising preliminary results are already 
obtained. Furthermore, specific targeting of active CA IX increasing the efficacy of conventional 
therapies seems also feasible, since radio – or chemosensitizing sulfonamides are able to 
enhance the effect of radiotherapy and chemotherapy respectively. Additionally, it has been 
shown that an acidic extracellular pH promotes metastasis formation. These acidity-induced 
metastases were inhibited by treatment with matrix metalloproteinase inhibitors, cysteine 
proteinase inhbitors or blocking antibody against VEGF or IL-850. Also neutralizing the 
extracellular acidosis of tumors by administration of NaHCO3 has been shown to inhibit invasion 
and to reduce the number of spontaneous metastases51. We demonstrated that sulfonamides 
directed against CA IX are able to reduce the hypoxia induced acidification and therefore 
hypothesize that CA IX plays a role in acidity-induced metastases. 
 
In addition to assessment of tumor microenvironmental features such as oxygen levels, imaging 
may also be a useful way to monitor drug delivery to tumors. For example, imaging drug delivery 
could be used to individualize drug exposures, or to omit patients where targeted agents show no 
selective uptake. Our results show that cetuximab uptake is variable in tumors, and cannot be 
explained solely by EGFR expression levels. Possible explanations for this mismatch may include 
inadequate vasculature and perfusion, resulting in a heterogeneous and limited cetuximab 
uptake. To test this hypothesis, cetuximab uptake could be assessed after increasing the 
vascular perfusion using nitroglycerin52. Furthermore, the mismatch could also explain why 
patient treatment efficacy of cetuximab does not correlate with EGFR expression53, 54. Therefore, 
we believe that development of novel therapeutic agents by the pharmaceutical industry should 
also include, where possible, visualization of the drug delivery in comparison with imaging of 
tumor related characteristics. This will at the end allow better selection of patients who can benefit 
from hypoxia-targeted therapies and therapeutic drugs in combination with conventional 
treatment modalities and result in individualized patient treatment. A phase 1 study in our institute 
is started to assess if 89Zr-cetuximab causes no toxicity and whether it could be used as 
noninvasive marker in patients. 
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